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SUrIunary 
In tbe antber culture of rice， th巴 histologicalstudy was carrie:l out to elucidate the 
origin of callus tissue through the process of its formation， and the differentiation o[ 
primodiums of the shoot and root. 
Th巴antherscontaining pollen at uninucleate stage were inoculat巴don Miller's cultur巴
medium with 2 mgfl of 2， 4・dichlorophenoxyaceticacid. On four days after inoculation， 
pollen grains having two cells were observed. And then， thc cells within pollen grain in幽
creased numerically， and 16 days after inoculation they dev巴lopedto a callus after bursting 
of pollen exine. About 20 days after inoculation， the several calluses inside the anther 
grew gradually and at last exposed themselves on the surface of anther. At that time， 
the tapetum tissue became vacuous and no callus formed. Thes巴resultsindicate that the 
callus in anther culture of rice originate from the pollen. 
The growth of callus is ascribable to the differentiation and development of the peripher-
al meristem， sub-surface meristem and inner parenchyma. Four we巴ksaft巴ranther 
inoculation， the ball-like calluses， about 4 mm in diameter， were transplanted on Miller's 
culture medium with 0.2 mgfl of トnaphthaleneaceticacid for rediffl巴rentiation. Eight 
days a氏ercallus transplantation， the primodium of root differentiated along the sub-
sur[acc meristcm. Ten days after callus transplantation， the primodium of shoot differ-
cntiated [rom small circular arひlikemeristem cells formed into the inner parenchyma. 
緒言
GUHAとMAHESHWARII1，21がDaturainnoxiaの荊地養により花粉起源の embryoidの分化
l乙成功し半数性植物を育成して以来，約府養の技術および器官分化，半数体誘導に関する研究は
多数の植物で精力的l乙進められ多くの成果を得ている91。
約培養により器官分化を誘導する場合，二つの過程を経過する。その一つは前記のように花粉
から[直接 embryoidが形成されて器官を分化する場合と，他の一つは花粉がカノレス化し，そのカ
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ノレスから器官分化を行う間接的な場合である。後者の場合，一般には花粉以外の約壁組織や花糸
などからもさかんにカノレスが形成され 外観からその起源を明らかにすることは困難である。
これを明らかにするためには，カノレス形成の組織学的所見を必要とする。
また，これまで拓地養において，カノレス形成から器官形成までのー迷の過程についての組織学
的研究はほとんど行われていない。
ζ のような観点から，本研究は，イネの約.t1~:養ーにおいて， ~(~の培地 i置床後のカノレス形成過程，
及び分化Jt1l:地へカノレスの綴付後の器官分化過程について経時的な組織学的変化を追跡したもので
ある。
材料および方法
供試したイネの品種は農林8号である。
地養に用いた約は，あらかじめ鏡検により確めたー絞期前後の花粉粒を含む謝花から採取した O
カノレス形成のための以ー地は Millerの:1;1:地
(Table 1) !ζ 2mg/lの2，4-Dを添加lした。ま
た，カノレス組織からの器官分化Jf:lNf地は，同:I:{!I:
地lζ 0.2mg/lの NAAを添加した。
耳石の置床lと当っては， lfJj花を7596アノレコー ノレ
及び596サラシ粉の上役液で殺菌して，滅菌水
で洗浄後，殺菌したピンセットで約を頴花から
取出し 1試験管当り約20個を置床した。また，
カノレスからの器官分化のための端養には，マッ
チ俸の政大l乙発達したカノレス塊を l試験管当り
2-31問宛分化用取地lと植付けた。培養はすべ
て 280Cの怪混器内で行った。
組織学的鍛察のためには，カノレス形成までは
置床後4日毎に20日目まで約を国定した。器官
分化までは，カノレス塊の植付・後12日目まで2臼
毎， 24日目まで4日毎にカノレスを回定した。固
定液はすべて酪酸アルコールc1: 3)を用い，
1m法にしたがってパラフィン切片を作製した。
染色はサフラニン・ファースト緑 FCFを用い，
ニ霊染色して永久標本を観察した。この二重染
Table 1. Composition 01' Miller's medium 
for an ther cul ture 
NH，N03 1000 mgjl 
KH2PO， 300 
Ca(N03)-4H20 347 
MgSO，・7H20 35 
KN03 1000 
MnSO，・7H20 4.4 
H3B03 1.6 
ZnSO，・7H20 1.5 
KI 0.8 
KCI 65 
Na-Fe-EDTA 32 
Glycine 2.0 
Nicotinic acid 0.5 
Pyridoxine.HCI 0.1 
Thiaminc.日Cl 0.1 
Sucrosc 30000 
Agar 10000 
pH 6.0 
色では，サフラニンでイニ及び木質化した総胞膜が赤色に，ファースト緑 FCFで細胞質及び繊維
業が緑色l乙染まるので観察には好都合である。
Figs. 1-8. Callus formation in pollens. 
Fig. 1. Pollens at uninucleate stage. (x 480)・ Fig.2. Pol!en with two cels. Figs. 3-6. Pollens 
with many cels. Fig. 7. Pollen with many cels with burst exinc. (Figs.2-7.刈 70). Fig.8 
Calluses in anthcr. (x 200). 
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結
1 カルス形成
ilt床i侍のぷjは Fig.1P:::示す通りー核}羽の花粉を含んでいる o i霞!ぷ後4日Elの約では花粉の内
容物が収縮したり退化して空胞化した花粉粒が大部分であるが，一部の花粉粒では既P:::fゑが分裂
して 2細胞になったものが認められる (Fig.2)。その後さらに分裂は進行し， li置床後8臼自には
数仰の細胞をもった花粉粒を見ることが出来る (Figs.3，4)。置床後12日自には多数の細胞が花
粉中lと拡がり，各細胞には大きく核を認めることができる (Fig.5)。この頃にはぷj援細胞の内容
物は退化しはじめている。 j霞床後16B fヨには花粉内のおU!淘数はさらに培I加して調UJ包はち密lとなり，
花粉粒内に充満し (Fig.6)，ついには花粉殺をっき破って (Fig.7)，分裂細胞沈として約内に飛
び出す。その塊はさらに分裂を続け肥大してカノレス化する。置床後20日日の約内では，カノレス化
した大小の細胞塊を数佑!観察することができる (Figs.8， 9) 0 この頃には，約t立総!泡質は完全lζ
退化している。
約内の梨I1J包塊における細胞分裂の方向は不定で， embryoidの形成は見られず， カノレス形成初
期ではカノレス細胞は均ーに見える。しかし，その発達と共にその細胞の形，大きさや配列lζ差異
が生じてくる。すなわち，かなり発逮したカノレス塊では，中央部は染色性の低い籾大な細胞l洋と
なり，周縁部は染色官1:の高いち密なおI胞踏，いわゆる周縁分裂組織 (peripheralmerist巴m)を形
成する (Fig.10)。カノレスの発達はこの組織が内部に向って活発に細胞分裂を行い，つぎつぎに
縦胞を送り出して生長して行くものと考えられる。内部は柔総織を構成し，その一部には不定方
向にち密な細胞j臼や，伸長した細胞からなる管来状の細胞群が認められた。
カノレス塊がそれぞれ大きさをよ憎し， ~(0 0Jで生長できなくなると，約墜をっき破ってぶj外lζ銀出
する O この1寺はじめて花粉がカノレスを形成したことを肉眼で線認することが出来る O
上述の観察結来では，約壁や花糸からのカノレス形成は全く認められないことから，イネのぷjN'i
j主において形成されたカルスは花粉起源であることは明白である。
これらカノレス形成過程の経1寺的変化は，置床したすべての約P:::，また向じぷ:jr}，Jの花粉すべてに
同時に起るのではなく，それぞれカルス化には遅速がある。 i置床したdtjは黄白色のまま変化しな
いものや，濃く初変するものが大多数で，このような約はカルスを発生しない。ちなみに既往の
研究によると 13)農林8ザでカノレスを発生した約の頻皮は16.496である。また同一約内の花粉が
すべてカノレス化するのではなく，段lぷ後花粉の内谷物がi品化したものや，花粉内の細胞分裂が途
中でイ亭1上して，空l泡化しそのまま残っているのがほとんどで (Fig.9)，カノレス化し，生長する花
粉はきわめて少数である。また，カノレス化しでも， '1にはそのお1胞が本化し，生長を停止したも
のも認められた。
Figs. 9-16. Devclopments of callus and root pril11ordiul11 
Fig. 9. Anther including SOl11e calluses and vacuous pollens. (x 80). Fig. 10. Cal1us with peripheral 
l11eristel11. Fig. 11. Cal1us with subゅsurfacemeristem. Fig. 12. Callus with some meristel11atic 
clumps (Arrow marks). Figs. 13 and 14. Pril110rdial meris(em of roOls. (pp: Peripheral parenchyma). 
Fig. 15. Developl11ent of root pril11ordiums. (Figs. 10-15， x 70)・ Fig.16. Transverse section 01' 
roots in callus. (x 120). 
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2 器官分化
本研究ではカノレスがiI!.jJニlζ発現して マッチ俸の政大lと住民してから分化椛地K航付・けた。
従って，ぶji置床後からカノレス組付けまでの EI数はおよそ25J]である O 分化lyt地へカノレスを植付け
した後もしばらくはカノレスは肥大生長し続けるが可彼的形態変化は見られなかった。しかし，品目
付1寺およびその後6日目までのカノレスでは内部組織に種々な段階の機造変化が見られたO
カノレスのhM縁分裂組織の外側に数11iの小さな分裂組織沈が発生する (Fig.12)。 この塊は発迷
するにつれ，内部の細胞が液胞化し，瑚縁分裂組織と内部采組織(innerparenchyma)に分化す
る。このような現象を繰返しながらカノレス塊全体が大きくなっていくと考えられる。一方，J~3 縁
分裂組織の内側l乙接して小さなち携なお1胞j留からなる表@下分裂組織 (sub-surfacemeristem) 
が形成される (Fig.11)。この組織は JI'iJ縁分裂組織に代って分裂活性をi認め内部lζ柔お1胞を送り
出す。そして周縁分裂組織の細胞が液胞化し柔細胞となり，周縁采組織 (peripheralparenchy-
ma) tζ変化する (Fig.13)。この変化は植付ーけ後6日目のカノレスに明i僚に見られる。 6EI 1ヨのカ
ノレスにおける幸子しい特徴は，表j必下分裂組織の一部で分裂活性を高めてカノレス内部に細胞を送り
1し，根端分裂組織様の構造が発生することである (Figs.13， 14)。このようなi構造は表)r&iT分
裂組織lζ沿って 1倒のカノレス内l乙多く存在する。これが絞原基分化の前兆と考えられる。さらに
表層下分裂組織が桜端分裂組織へ， }司縁采総織の一部が恨の表皮組織となって明瞭な般原基様構
造が分化してくる (Fig.15)。 これらの構造や恨のrl"心中主様構造の横断而も多く認めることがで
きる (Fig.16)。 この原基が生長して名立付け後8EI日頃lζ出tli!を見ることとなる O またカノレスの
内部には，円形lζ配列した仮導管的細胞が見られることもしばしばである O
-);においてカノレスの内部の柔組織に分裂車li織様X41胞が放夜する (Fig.17)。 ζの放在してい
た分裂組織様細胞が分裂活性をiおめ，柿付ーけ後8日1=!:J'1その一部が短L、ITJ弧状締法 (Fig.17，矢
印)を殺し，やがて空隊を生じてくる O これが大きくなって半円状になり，その内側 iと不定~.三原
恭様構造が形成される (Fig.18)。このような椛造は， 同じカノレス内にいくつも見られた (Figs.
19~20) 。その後， この不JË~三原義様椛iをはさらに大きくなり， 10日日頃lとは， イネのlE'討の受
精後予防:内lζ見られる併発生と同じように，拘禁状のものと第一本業とみられる器官の分化を確
認することができる (Figs.21 ~22) 。この不定~~原裁は大きく生長し (Fig. 23)， fIj立付け後20EI 
日頃lζ 1:1芽を見ることになる (Fig.24)。多数のカノレスを観察した結果，不定根の分化が著しく
多いものは，不定芳三原装を形成する分裂総織様細胞の存在を見ることが出来なかった。
上述の ζ とから，不定根原)I~ と 1~定芳三原恭が分化するl1i51立は IlJj らかに災なると考えられる。す
なわち，シfJKi:般原法は，カノレスの生長lζ寄与していた表WiT分裂組織から分化し，不定茅原基は，
カノレス内lζ発生し散夜していた分裂組織様細胞が活性を高めることにより，内生的l乙分化するも
のと考えられる O
考察
純物の約1~'1:養によって符られた embryoid やカノレス及び幼秘物が，花粉粒に起源するか，ほか
のぷj組織(約壁細胞や花糸)から得られるかについて若干の研究がある。
Figs. 17 ~ 24. Differentiation and development of shoot primordium. 
Fig. 17. Group ofmcristematic cels. (Arrow mark: Primordial incision of shoot) (x 120)・ Figs.18~ 
20. Dif<‘rcntiation of shoot primorclium・(Fig.18， x 250， Figs. 19 ancl 20司 x200). Figs. 21 ~23 
Development of shoot primorcl札1111S田 (xI20) Fig.24‘ Sprouling shool. (x 50)・
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Datura21や Nicotiana81では花粉校の形態的・組織的変化の観察 及び得られた幼純物が半数
体であることから，embryoidは花粉起源であることが明らかにされている O また， Brassica51で
は，花粉粒をぷJから取出して直接椛養し，jiJj徴鏡下でそのカノレス化を観察しており，明らかに花
粉粒起源のカノレスが得られている。イネにおいても大野101 は花粉粒内で細胞分裂が繰返され，
その外股は肥大し，ついにはこれが破れて約内lζ現われカルス化していく状態を観察している。
策者らは，イネについてこのことを確めるとともに，さらに詳細に続時的な組織的変化について
観察を行った。
本研究によると，花粉は約Ji養開始後4日目頃lζ分裂を開始し，訪日目tJHζ細胞が花粉粒内lと
充満し，やがて花粉殻をっき破って約内に拡がり，発途してカノレス化する。花粉がカノレスを形成
して行く速さには，約によっても，同一約内の花粉粒によっても差異があるが，#li養後20日日頃
にはカノレスを形成する。さらにカノレスは生長してついには約外に銭出する O ブーJ，花粉の分裂の
進行と共K#!;j按細胞は?則自化し，来jl乙付-務していた花糸も消滅する。これらのことから形成され
たカノレスが花粉起源で=あることは明白である。
~!'.Ì.t奇益ーにおいてカノレスの起訴{が花粉か否かを lij] らか lζするためには，花粉のみを的養すること
が望ましい。しかし， ~!JJ台設に別いられる花粉の発育段階は一級則前後のものが多く，その花粉
の締出はきわめて悶難である。従って，むしろ約からの摘出の容易な成熟花粉粒からの embryo-
id形成及びカノレス形成の i去後技術の確立が必要である。今後の研究に待たれるところである。
続l織培養により生じた植物カノレスの組織学的研究は，ニンジン31，41，121及びイネ61，71などにで行
われている。これらの研究からカノレス組織が一定の体制を有していることが知られている。
イネカルスの組織体制について，中野・ irfB7Iは，イネのJI主起源のカノレス形成の観察により 2
つに分類している。 1つは悶く大きな組織塊になる compactなカノレスと，他の 1つは柔かくバ
ラバラした小牧状lとなりやすい friableなカノレスである。この分類l乙従えば，本研究の花粉粒起
源のカノレスは前者の compactなカノレスと考えられる。そしてカノレス塊の周縁部分lζ 分裂組織
(周縁分裂組織及び表廊下分裂品[1織)が符夜ずるいわば周縁生長lí~ カノレスである。
カノレスにおける不定桜原基の発生は，表JW下分裂組織から行われるようであり， 1:1野・前回71
の結果と一致する。ただ坂・前問111は少数だが般原基の内生的発生を観察しているが，本研究
では観察されなかった。ニンジンのカルスでは内部栄組織からの内生的発生が常通である。一方，
不定茅原;tj~ は本研究から内 l'f!l 采組織から分化することが lij] らかにされた O このように不定般原基
と不定当リj{恭の発生部位及びその発達過程は興っていることが示された。また，*研究では両者
の発生は不定線路基の方がむしろ早いようである。さらに不定般原基の分化の数が多い場合には
不定:51~の分化が起らない例が認められた O このような器官分化の相互関係や，その機構について
はなお不明で， iA養主主やホノレモンなど椛養条例2との関速において今後解明すべき問題である。
摘 要
イネの約J;'f益において，カノレス形成j島根，特lζカノレスの起源を明確にするため，さらに，カノレ
スからの器官原基の分化過程を明らかにするため，ぷjを !f~:養lì~1ζi間未した後，約の終11寺的な一巡
の組織学的変化について観察した。
イネの花粉粒分裂のー核J!J]の3与を 2mg/1の 2，4-Dを加えた Millerの椛地lと援床した。 i置床
後4EJ Iヨlとは既lと2細胞になった花粉を見ることが出来た。その後花粉粒内の分裂は急速に進行
してお1胞数を増加!し，細胞が花粉粒内に充満し，およそ16日後には花粉殻をっき破って約内K拡
がりカノレスを形成する。 ζれらのカノレスは20日el頃lとは約俊をっき破って約の表I仰と銭出する O
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この頃， IAJ控細胞は空施化しており，花粉以外の組織からのカノレス形成は認められない。これら
のことから約峨養におけるカルスは花粉粒に起源したものである ζ とが確認された。
約の表面lζ 出現したカノレスが，マッチ俸の頭大 cl直筏約 4~5mm) I乙成長した頃 0.2mg/lの
NAAを含む MiIlerの塙地に布立付けられた。
カルスはj認縁分裂組織及び表層ド分裂総織の活動により内部l乙柔組織を形成しながら生長して
行く。カノレスを分化よ/f地lと植付けて後，約 8EI EI頃lζ表!夜ド分裂組織に沿って不定桜原基が分化
してくる。やや遅れて， 10日Ef頃には内部采組織の一部lと分裂組繊細胞が出現して，小さな半円
状の裂iヨを生じ，これが分裂活性を高めて不定芳三原恭を分化してくるのが認められた。このよう
κ，不定根原基と不定茅原基の発生部位は異なると考えられる O
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